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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は，ラット肺移植モデルにおいて，1.レシピエント由来

の細胞による移植肺血管内皮細胞再生が観察されるかどうか，2.同系ラットの骨髄から採取し

培養によって誘導した血管内皮前駆細胞をレシピエントラットに静脈内投与（細胞移植）する

ことで，肺血管内皮細胞の再生が促進され得るかを検討することである．まずラット肺は大動

物に比べ虚血・再灌流への感受性が強く，6〜12 時間の保存で著明な肺水腫を呈することを観

察した．次いで，SD ラットをドナー，GFPtgSD ラットをレシピエントとする左肺同所性移植を

行い，移植肺に GFP（＋）， CD31（＋）の細胞，つまりレシピエント由来の肺血管内皮細胞が

移植肺内に存在することを発見した．同じ目的で，雌性 Lew ラットをドナー，雄性 Lew ラット

をレシピエントとする同系肺移植を行い，移植肺内に抗 CD31 抗体（＋），Y 染色体（＋）の細

胞がみられるか否かについて検討を試みたが，FISH の手技を確立するに至らなかった．GFPtgSD

ラットを用いたモデルで，レシピエント骨髄の移植によりレシピエント由来の肺血管内皮細胞

の増加がみられるか否か，そしてこれが移植肺の虚血・再灌流傷害を抑制し得るかにつき研究

を継続していく予定である．一方，肺組織からの幹細胞の分離を試み，それに成功した．この

際に肺組織を保存するのに用いる肺保存液の組成によって，分離される幹細胞の数に違いがあ

ることを発見し，成果を発表した． 

 
研究成果の概要（英文）： The purpose of this research project was to examine whether 
regeneration of pulmonary vascular endothelial cells that are derived from recipient cells 
can be observed in the rat lung in a rat model of lung transplantation, and whether 
transplantation of endothelial progenitor cells derived from bone marrow can facilitate 
regeneration of pulmonary endothelial cells.  We performed rat lung transplantation from 
the SD rat donor to the GFPtg SD rat recipient and observed GFP(+)，CD31(+) cell in the 
lung isograft, suggesting regeneration of endothelial cells derived from recipient cells 
occurs.  We are planning recipient bone marrow cell transplantation to examine whether 
it can facilitate regeneration of pulmonary endothelial cells and also reduce 
ischemia-reperfusion injury of the lung isograft. 
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研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 

 肺移植は終末期肺疾患患者に対する有効

な治療法として確立しているが，術後 1ヶ月

以内の死亡が 10％にのぼるリスクの大きな

手術である．移植後の早期死亡の原因として

最も頻度が高いのは，primary graft  

dysfunction であり，虚血・再灌流傷害がそ

の主たる原因であると考えられている．虚

血・再灌流傷害の病態には肺血管内皮細胞傷

害が大きく関与していることから，治療とし

ては肺血管内皮細胞傷害の軽減を目的とす

るステロイド投与などの抗炎症療法が行わ

れてきた．しかし，治療効果には限界があり

救命できない症例も多い．虚血・再灌流傷害

の治療においては，肺血管内皮細胞再生の概

念を取り入れた新しい治療の開発が必要で

ある． 

 

２．研究の目的  

 本研究の目的は，ラット肺移植モデルにお

いて，1.レシピエント由来の細胞による移植

肺血管内皮細胞再生が観察されるかどうか，

2.同系ラットの骨髄から採取し培養によっ

て誘導した血管内皮前駆細胞をレシピエン

トラットに静脈内投与（細胞移植）すること

で，肺血管内皮細胞の再生が促進され得るか，

さらにこれが移植肺虚血・再灌流傷害を軽減

することができるか 3.炎症抑制性サイトカ

イン IL-10を血管内皮前駆細胞に遺伝子導入

した後に細胞移植を行うことで，虚血・再灌

流傷害の軽減に上乗せ効果を期待できるか

否か，につい検討することである． 

 

３．研究の方法 

（1）移植肺虚血・再灌流モデルの作成 

 ドナー肺を摘出後，肺保存液（EP-TU 

solution）を用いて設定した時間冷却保存す

る．左肺同系同所性片肺移植は，これまで

我々が報告してきた方法で，microsurgical 

technique を用いて行う．再灌流傷害の程度

は，生理的学的指標として,移植肺への血流

比,対側肺動脈結紮後の血液ガス，移植肺の

増加重量および湿乾重量比を用いる．分子生

物学的指標として，移植肺内の炎症性サイト

カイン（TNF-α,IL-8）の発現を定量 RT-PCR

法で解析する．合わせて，移植肺の病理学的

検索する．  

（2）骨髄細胞由来の肺血管内皮細胞再生の

評価 

 Green fluorescent protein（GFP）ラット

をレシピエント，Wild type ラットをドナー

とする組み合わせで肺移植を行う．肺移植後，

経時的（6 時間，24 時間，3 日，7 日）に肺

を摘出する．摘出肺を，凍結あるいはパラホ

ルムアルデヒドで固定し，CD34，CD45 に対す

る抗体を用いた免疫蛍光多重染色を行い，

GFP+CD34+CD45-の細胞がどの程度存在する

かを定性的，定量的に評価することで，レシ

ピエント由来の血管内皮前駆細胞が肺血管

内皮細胞に分化していることを確認すると



ともに，肺毛細血管への定着，分化の経時的

な変化を観察する． 

（3）骨髄細胞移植による虚血・再灌流傷害

抑制効果の検討 

 Green fluorescent protein（GFP）ラット

の大腿骨骨髄から細胞を吸引によって採取

し，differential endothelial cell culture 

medium で７日間培養し，血管内皮前駆細胞様

細胞を得る．この細胞の一部を，パラホルム

アルデヒドで固定後，Sca-1 および Flk-1 に

対する抗体を用いて免疫染色を行うことで，

Sca-1+Flk-1+細胞（血管内皮前駆細胞）の誘

導を確認する．同系移植による移植肺虚血・

再灌流モデルで再灌流直後に，1 x 108個（投

与細胞数は予備実験を行って決定）の血管内

皮前駆細胞を静脈内投与する．コントロール

群には，培養液のみを投与し，骨髄細胞投与

による虚血・再灌流傷害抑制効果を検討する．

さらに，血管内皮前駆細胞に IL-10 遺伝子を

導入した後に細胞移植を行う群を作成し検

討する． 

 

４．研究成果 

（1）移植肺虚血・再灌流モデルの作成 

 ラット肺は大動物に比べ虚血・再灌流への

感受性が強く，6〜12 時間の保存で著明な肺

水腫を呈することを観察した．また，移植肺

内においては，炎症性サイトカインの mRNA

の発現が増強することを確認した． 

 

（2）骨髄細胞由来の肺血管内皮細胞再生の

評価 

 SD ラットをドナー，GFPtgSD ラットをレシ

ピエントとする左肺同所性移植を行い，移植

肺に GFP（＋），抗 CD31 抗体（＋）の細胞，

つまりレシピエント由来の肺血管内皮細胞

が存在することを観察した．同じ目的で，雌

性 Lew ラットをドナー，雄性 Lew ラットをレ

シピエントとする同系肺移植を行い，移植肺

内に抗 CD31 抗体（＋），Y 染色体（＋）の細

胞がみられるか否かについて検討を試みた

が，FISH の手技を確立するに至らなかった． 

 今後は，GFPtgSD ラットを用いたモデルで，

レシピエント骨髄から誘導した血管内皮前

駆細胞の移植によりレシピエント由来の肺

血管内皮細胞の増加がみられるか否か，また

これが移植肺の虚血・再灌流傷害を抑制し得

るかにつき研究を継続していく予定である． 

 一方，肺組織からの幹細胞の分離を試み，

それに成功した．この際に肺組織を保存する

のに用いる肺保存液の組成によって，分離さ

れる幹細胞の数に違いがあることを発見し，

成果を 2009 年 5 月の American Thoracic 

Society で発表した． 
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